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 急性腎障害 (acute kidney injury: AKI) は急性心筋梗塞 (myocardial infarction: MI) の
10-20%に合併し、急性期および慢性期の死亡率増加と関連する。糖尿病は MI 後の
AKI 発症を予測する独立した因子であることが知られているが、糖尿病が AKI を増加
させる機序は不明である。 
自然免疫応答に重要な Toll 様受容体 (Toll-like receptor: TLR) は mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) や nuclear factor-kappa B (NF-κB) の活性化を介して炎症を惹起
する。TLR は腎のポドサイトや尿細管細胞にも発現しており、腎虚血再灌流や敗血症
による AKI 発症に関与することが報告されている。一方、糖尿病において TLR の発
現が腎糸球体・尿細管細胞で増加していることや、マウスにおける検討では TLR2 や
TLR4 が糖尿病性腎症の発症に関わることが示されている。 
MI 後には壊死した心筋細胞から TLRの ligand である high-mobility group box 1、核
酸、およびヌクレオソームが血中に漏出するため、腎臓において糖尿病合併により
発現増加した TLR を介し AKI が惹起される可能性がある。そこで本研究では、「糖尿
病は腎 TLR の活性化を介して MI後の AKIへの受攻性を亢進させる」との仮説を立て
検証した。 
研究方法   
本研究では 25～30 週齢の肥満 2 型糖尿病モデルである Otsuka-Long-Evans- 
Tokushima Fatty rat (OLETF) と非糖尿病対照である Long-Evans-Tokushima-Otsuka rat 
(LETO) を用いた。 
［実験 1］2 型糖尿病がMI 後の心負荷・腎障害に与える影響の検討 




LETO-MI、OLETF-sham、OLETF-MI の 4 群を設けた。手術 12 時間後の時点で、麻酔下
に頸動脈に挿入したカテーテルを用いて血圧・心拍数の測定および血液の採取を行
い、開胸・開腹して心筋および腎組織を採取した。血液では、血糖、血清インスリ
ン、blood urea nitrogen (BUN)、血清クレアチニンを測定した。心不全の重症度を定
量するため非梗塞領域心筋組織における type B natriuretic peptide (BNP) の mRNAレ
ベルを定量 PCR 法で測定した。また交感神経活性の指標として protein kinase A の標
的蛋白である vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) の Ser157 リン酸化レベル
をウェスタンブロット法で評価した。腎組織においては PAS 染色に加え、尿細管障
害 の 早 期 マ ー カ ー で あ る kidney injury molecule-1 (KIM-1) と neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin (NGAL) の発現レベルを定量 PCR法と免疫染色法で評価
した。 
［実験 2］2 型糖尿病がMI 後の腎 TLR 経路に与える影響の検討 
腎組織における TLR サブファミリー、TLR アダプター分子 Myeloid differentiation 
primary response 88 (MyD88)、炎症性サイトカインである interleukin-6 (IL-6)、tumor 
necrosis factor-α (TNF-α)、IL-1β、transforming growth factor-β (TGF-β)、およびケモカイ
ンである Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2)、CCL3 のmRNAレベルを定量 PCRで測
定した。TLR の下流シグナルである p38 MAPK、c-Jun-N-terminal kinase (JNK) のリン酸
化レベルをウェスタンブロット法で評価し、同じく TLRの下流シグナルである NF-κB
の p65 サブユニットの免疫染色により、尿細管細胞における p65 陽性である核の百
分率を NF-κBの活性として定量評価した。 
［実験 3］2 型糖尿病のMI 後 AKI発症における TLR の関与の検討 
OLETF において、左冠動脈前下行枝を結紮する 1 分前に vehicle または TLR1/TLR2
拮抗薬である Cu-CPT22 (3 mg/kg) を腹腔内投与した (vehicle 群および Cu-CPT22 群)。
MI 作成 12時間後に血液、心筋、腎組織を採取した。壊死心筋量を評価する目的で、
ELISA 法による血清トロポニン I 定量、および triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 染色
による心筋梗塞サイズの定量を行った。腎組織の KIM-1、NGAL レベルを定量 PCR 法
および免疫染色法で評価した。また TLR サブファミリーおよびサイトカイン、ケモ
カイン発現レベルを定量 PCR法で測定した。さらに、p38 MAPK、JNK のリン酸化レ
ベルをウェスタンブロット法で、NF-κBの活性を p65 の免疫染色法で評価した。 
 
研究成績 
［実験 1］OLETF は体重、空腹時血糖および血清インスリン値が LETO と比較し高値
であり、2 型糖尿病の特徴を示した。 
1) 心筋 BNP mRNA レベルは LETO と OLETF の sham 群の間に差はなかったが、MI 後
には LETO、OLETF ともに同程度の増加を認めた。VASP の Ser157 リン酸化レベルは
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MI の有無に関わらず、LETO、OLETF で同程度であった。 
2) BUN 値は LETO、OLETF においてMI の有無に関わらず差はなかった。LETO と比較
して OLETF で糸球体過剰濾過を反映して血清クレアチニンが低値であったが、LETO、
OLETF ともに MI で血清クレアチニン値は変化しなかった。腎組織の PAS 染色では
MI の有無に関わらず、LETO、OLETF ともに尿細管細胞障害の所見を認めなかった。 
3) 腎組織における KIM-1 mRNAレベルはMIの有無に関わらずOLETFで有意に高値で
あった。KIM-1 の免疫染色では、LETOでは染色性をほとんど認めなかったのに対し、
OLETF では MI により近位尿細管細胞において KIM-1 陽性領域が有意に増加した。
NGAL mRNA レベルは LETO と OLETF の sham 群間で同程度であったが、OLETF のみで
MI 後に有意な増加を認めた。NGAL の免疫染色でも、OLETFのみで MI後の尿細管に
おいて NGAL 陽性領域が有意に増加した。 
 
［実験 2］ 
1) OLETF-sham 群では LETO-sham 群と比較して、TLR1、TLR3、TLR4、TLR6 の mRNAレ
ベルは同等であったが、TLR2、MyD88 のmRNAレベルは有意に高値であった。LETO
において、MI はいずれの TLR サブファミリーまたは MyD88 の mRNA レベルにも影
響を与えなかったが、OLETF においては MI により TLR1、TLR2、MyD88 の mRNA レ
ベルが増加した。 
2) OLEFT-sham 群では LETO-sham 群と比較して、IL-6、TNF-α、IL-1β、CCL2 mRNA レベ
ルは同等であったのに対し、TGF-β、CCL3 mRNAレベルは有意に増加していた。OLETF
では MIにより IL-6、TNF-α、TGF-β および CCL2 mRNA レベルが増加したが、LETOで
はこれらのレベルは MI により変わらなかった。CCL3 mRNA レベルは LETO では MI
により増加を認めたが、OLETFではMI により影響を受けなかった。 
3) p38 MAPK、JNK のリン酸化レベルは、LETOおよび OLETFの sham 群において同程




1) MI後 12時間の時点での血清トロポニン I値は vehicle群および Cu-CPT22群で差は
なく (20.4 ± 1.0 vs. 19.6 ± 1.4 ng/ml)、TTC染色による心筋梗塞サイズも両群で同程度
であった。血糖、BUN および血清クレアチニン値は Cu-CPT22 により変化はなかった。
Vehicle群と比較して Cu-CPT22群で KIM-1 mRNAレベルおよび尿細管細胞の KIM-1陽
性領域が減少していた。一方、NGAL mRNA レベルおよび NGAL 陽性領域は Cu-CPT22
により変化しなかった。 
2) Cu-CPT22 投与によって、TLR2、TLR4、MyD88 および IL-1β、CCL2 mRNA レベルが低
下したが、IL-6、TNF-α、CCL3 mRNA レベルには変化がなかった。また Cu-CPT22 によ
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本研究で用いた MI 後ラットモデルでは、血清クレアチニンや BUN 値の有意な上
昇はなく、腎組織において KIM-1 や NGAL といった尿細管障害マーカーの上昇のみ
を認め、臨床的な潜在性 AKI を再現すると考えられた。血清クレアチニンの有意な
上昇、尿量の低下で定義される臨床的 AKIと比べて、潜在性 AKI では障害が軽度にと
どまる。しかし最近の臨床研究の結果により、尿細管障害マーカーの上昇のみで定
義される潜在性 AKI でさえも患者の不良な予後と関連することが示されている。従
って、本研究におけるMI 後の AKI モデルは臨床応用の基礎となる知見を得るために
有用なモデルであると考えられる。 
OLETFの腎臓でベースラインにおける TLR2 発現が増加する機序としては、1) 高血
糖による protein kinase Cの活性化、2) インスリン抵抗性、3) angiotensin II の増加が
関与する可能性がある。一方 OLETF では MI により TLR2、TLR4、MyD88 および炎症
性サイトカイン・ケモカインの発現レベルが増加した。これらは TLR の下流にある
p38 MAPKや NF-κB の活性化を伴っていること、NF-κB は TLR の発現を促進すると報
告されていること、さらに TLR1/TLR2 拮抗薬である Cu-CPT22 が TLR2 や TLR4 の発現
および NF-κB活性を抑制したことから、OLETF におけるMI による TLR2、TLR4 などの
発現上昇は TLR1/TLR2 刺激による NF-κB 活性化を介すると考えられた。 
Cu-CPT22は OLETFでMI後に上昇した KIM-1の発現レベルやリン酸化 p38 MAPKレ
ベル、NF-κB 活性、IL-1β、CCL2 mRNA レベルを低下させた。しかし、NGAL 発現、リ
ン酸化 JNK レベルおよび IL-6 や TNF-α mRNA レベルを変化させなかった。したがっ
て、後者の MIによる増加には TLR4 を含む TLR1/TLR2 以外の TLR の関与や、TLR 非依
存的な機序が関与する可能性がある。TLR 非依存的な機序としては、高血糖自体の影
響や腎循環の自己調節能の障害による虚血が想定される。 
本研究の limitation として、高血糖自体が OLETF の MI 後 AKI 発症に寄与するのか
が不明である点、TLR を活性化する ligand が同定できていない点、そして MI 後 12
時間以外の時点における腎障害マーカーが評価されていない点が挙げられる。また




2 型糖尿病では MI後 AKI の受攻性が亢進しており、その機序として発現増加した
腎 TLR2 を介した炎症が関与すると考えられた。 
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結果の要旨 本研究は、糖尿病が心不全による急性腎障害 (acute kidney injury: AKI)
を増加させる機序を明らかにすべく、急性心筋梗塞（MI）後の AKI への受攻性に対する
2型糖尿病の影響と腎 Toll様受容体（TLR）の関与を解析した。2型糖尿病のモデル動物
として OLETF、非糖尿病対照として LETO、AKI の指標として血清クレアチニン、尿素窒
素に加えて腎組織における KIM-1、NGALの発現を用い、MI後の腎組織における炎症性サ
イトカインならびにそれらの受容体の発現量、TLR とその下流のシグナルタンパクの変
化を解析した。解析結果より、糖尿病が MI 後の AKI を増悪させる機序には、複数の腎
TLRの発現亢進と炎症性サイトカイン産生が関与すること、またその治療に TLR2阻害薬
が有効であることを示した。本研究は、糖尿病が心腎連関による AKI を増悪させる機序
に TLR シグナルを介した炎症が関与することを初めて明らかにしたものであり、博士の
学位授与に値すると審査委員全員より評価された。 
 
